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Anexos: 

Comprobante de pago de la tasa de presentation de la solicitud por $ 400.000.oo. 
| □ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en 

la publicacion. , , . 

IFI Comprobante de pago por reivindicacion de prioridaa. 

' DocXnto que acredita la existencia y representacion legal cuando el sol.ctante 

sea persona juridica. 

S PI Certmcado deTfechrde presentacion de la solicitud prioridad expedida por la 
1 autoridad correspondiente y una copia certificada de la pnmera sol.ctud s. se 

reivindica prioridad. . . 

I n Traduccion simple de la primera solicitud, si se reivindica prioridad. 
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante. 
Resumen 

Description de la invention. 
_ Una o mas reivindicaciones. 
| □ Dibujos y/o pianos necesarios 

n De ser el caso, copia del contrato de acceso. . non H .i 

H De ser el caso, documento que acredite la licencia o autor.zac.on de uso de| 

conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas. 
I □ De ser el caso, certificado de dep6sito del material biologico. 

□ oTJerVoaso, informaci6n sobre otras. solicitudes de patente o tftulos obtenidos en el I 
1 extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la 

invenci6n de esta solicitud. 
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Yo, MARCO PALACIOS ROZO, en mi condici6n de Rector General y representante legal 
de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, mayor de edad, vecino de esta 
ciudad, manifiesto a Ustedes que cpnfiero poder al doctor EMILIO FERRERO, TPA 
31.929 para solicitar y obtener la patente del invento titulado "Produccion de un 
biopolimero empleando Lactococcus sp, NRRLB - 30656 y sus aplicaciones" 

El apoderado queda facultado para interponer recursos, transigir, conciliar, desistir, 
cancelar, recibir, renunciar, sustituir y revocar las sustituciones, y ratificar los actos de 
agentes oficiosos. 
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$ MARCO PALACIOS ROZO 
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CESION DE INVENTORES 



Los que suscriben, SONIA AMPARO OSPINA SANCHEZ, C. C. 35.315.711, 
DOLLY MONTOYA CASTANO, C. C. 41.437.894, GUSTAVO BUITRAGO 
HURTADO, C. C. 19.280.105, JAIRO ALONSO CERON SALAMANCA, C. C. 
9.521.206 y OSCAR CAICEDO ZAMORA, C. C. 19.276.020, domiciliados en 
Bogota, aquf Ilamados CEDENTES, inventores de la invencion titulada 
Production de un biopolfmero empleando Lactococcus lactis NRRL B-30656 
y sus aplicaciones, declaran por el presente instrumento que ceden en propiedad 
a la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, ente universitario autonomo del 
orden nacional vinculado al Ministerio de Educacion Nacional, con regimen 
especial, de caracter docente e investigativo y existente de conformidad con la 
leyes de Colombia, domiciliada en Bogota D. C, aquf llamada la CESIONARIA, la 
referida invencion, asf como todos los derechos y privilegios que a esta se 
refieran, pudiendo por consiguiente de hoy en adelante la CESIONARIA, arriba 
nombrada, considerarse unica duena, explotarla como cosa propia o disponer de 
esta como mejor conviene a sus intereses. 

Dado y firmado hoy 30 de agosto de 2003, en Bogota D. C. 
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BiopoHmero con base en Lactococcus lactis NRRL B-30656, el proceso 
para el cultivo de Lactococcus lactis NRRL y el proceso para la produccion 

del biopolfmero 



ANTECEDENTES DE LA INVENCION 



1. Campo de la invencion. 

Esta invencion se relaciona con un polfmero de glucosa y fructosa y el metodo 
para su preparation utiliz;ando una cepa de Lactococcus lactis. Los 
exopolisacaridos son polimeros naturales de glucosa y fructosa. Estos polfmeros 
se encuentran en varias plantas y microorganismos y son de utilidad como 
emulsificantes, viscosantes y agentes de superficie en la industria de alimentos y 
medicamentos. 

2. Descripcion del estado del arte 

Los fructanos ocurren naturalmente en dos formas generates que se diferencian 
por el tipo de union entre las moleculas de fructosa: inulina, forma encontrada en 
plantas, esta formado con una columna de moleculas de fructosa unidas por 
enlaces beta, 2-1. Levanas, formadas como productos microbianos, tienen una 
columna de moleculas de fructosa unidas por enlaces beta,2-6. Los fructanos de 
plantas tienen menor tamano (cerca de 100 residuos) mientras que las levanas 
microbianas contienen mas de 3 millones de residuos (Pontis et al, 1985, 
Biochemistry of Storage Carbohydrates in Green Plants. In: Dey and Dixon (eds). 
Ch. 5, p. 205. New York, Academic Press). 



Las levanas microbianas son producidas con sustratos a base de sacarosa con 
una variedad de microorganismos: yAcefojbacfers (Loewenberg, et al., 1957. Can. 
J. Microbiol., Vol. 3, p. 643); Achromobacter sp. (Lindberg, G., 1957. Nature. 
Vol. 180, p. 1141); Aerohacter aerogenes (Srinivasan, et al., 1958. Science. Vol. 
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127,p. 143); Phytohacterium vitrosum (Belval, etaK, 1947. 1948. Compt. Rend.. 
Vol. 224, p. 847 y Vol. 226, , p. 1859); Xanthomonas pruni, (Cooper, et al., 1935. 
Biochem. J.. Vol. 29, p. 2267); Bacillus subtilis (Dedonder, R., 1966. Meth. 
EnzymoL Vol. 8, , p. 500 y Tanka, et al., 1979. J. Biochem., Vol. 85, p. 287); 
Bacillus polymyxa (Hestrin et al.,1943. Biochem. J., Vol. 3, p. 450); Aerobacter 
levanicum (Hestrin, et al., Ibid.); Streptococcus sp. (Corrigen et al., 1979. Infect. 
Immun., Vol. 26, p. 387); Pseudomonas sp. (Fuchs, A. , 1956. Nature. Vol. 178, 
p. 92); Corynebacterium laevaniformans (Dias et al., 1962. Antonie Van 
Leewenhoeck, Vol. 28, p. 63). 

Existen algunos reportes de produccion de levana a niveles muy bajos y de baja 
pureza para ser empleados industrialmente. 

Otros polimeros biologicos tales como goma xantana y dextrana ban sido 
extensamente empleados en la industria de alimentos como estabilizantes en 
emulsiones y espumas como helado, en aderezo de ensalada, etc. (Sharma, 
S.C., enero 1981. J. Food Tech., p. 59). Los polisacaridos extracelulares 
producidos por microorganismos ofrecen una variedad de usos y costos 
potencialmente bajos. 

Generalmente se producen pequenas cantidades de levana por fermentacion de 
sacarosa empleando cepas de Actinomyces viscosus o Aerobacter levanicum. 
Bacillus polymixa generalmente produce heteropolisacaridos con polimeros de 
diferentes formas. Cepas de E. coli geneticamente modificadas han sido 
empleadas para producir levana. (Gay, P. et a!.. 1983. J. Bacterid.. Vol. 153, p. 
1424). Ademas, otros metodos empleando fermentacion aerobica han sido 
utilizados para la produccion de levana (Jeanes, et al., U.S. Pat No. 2,673,828; 
Gaffor, et al., U.S. Pat. No. 3,879,545; Ayerbe, et al., U.S. Pat. No. 4,399,221). 
Estos procesos tienen el inconveniente de producir bajo rendimiento del 
producto y problemas de contamination, por lo cual se requieren procesos 
industriales que permitan una mayor productividad. 
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DESCRIPCION DE LA INVENCION 

El proposito principal de esta invenci6n es proveer un biopolfmero, producido por 
una enzima transferasa, la cual tiene actividad de transferencia para glucosa y 
fructosa, producida a partir de una cepa de Lactococcus lactis, NRRL B-30656, 
caracterizada por su alta actividad de transferencia, lo cual permite obtener el 
biopolfmero mediante un metodo de produccion sencillo y facil de escalar. Su 
producci6n consiste en los siguientes pasos: Fase 1: Fermentaci6n con la cepa 
de Lactococcus lactis, NRRL B-30656 en un medio de cultivo desarrollado para 
el crecimiento de este microorganismo. Fase 2: La recuperaci6n de la enzima 
extracelular mediante centrifugacion o ultrafiltracion. Fase 3. La producci6n del 
biopolfmero mediante la reaccion enzimatica utilizando sacarosa como sustrato y 
Q el extracto enzimatico. Fase 4: La purificacion del biopolfmero mediante 
precipitacion con solventes o ultrafiltracion y posterior secado del producto. 



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

El objeto de la invencion es producir un biopolfmero puro, libre de contaminantes 
polisacarfdicos. El biopolfmero se describe como un polfmero producido por una 
cepa de Lactococcus lactis aislada del suelo. Esta cepa tiene alta actividad de 
transferencia, lo cual permite obtener el biopolfmero mediante un proceso 
sencillo, y con una pureza mayor del 95%. 

El microorganismo. En la presente invencion la cepa de Lactococcus lactis 
NRRL B-30656, fue aislada del suelo mediante un proceso selectivo utilizando 
un medio -que contenfa-sacarosa como" fuente~de carbono, en el cual, los 
microorganismos product6res~de enzimas transferases son capaces de utilizar el 
sustrato y producir polfmeros otorgando aspecto mucoide a la colonia. De este 
medio, son seleccionados^os^micrc^ caracterTOai y 
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purificados mediante tecnicas de aislamiento por diluciones sucesivas y 
aislamiento en placa. De estas cepas se obtuvo la cepa de Lactococcus lactis 
NRRL B-30656 que se emplea en la presente invenci6n. 

j 

En conformidad con esta invenci6n, la cepa de Lactococcus lactis NRRL B- 
30656 ha sido depositada en el Banco de Referenda AGRICULTURAL 
RESEARCH SERVICE PATENT CULTURE COLLECTION NRRL, institucion 
que asign6 el numero de registro NRRL B-30656. Esta cepa produce una 
enzima que tiene actividad de transferencia de glucosa de 2-6 U/ml, empleando 
sacarosa como sustrato y produce un polfmero de glucosa y fructosa con un 
peso molecular.de 900-1100 KDaltons. 

La cepa fue denominada NRRL B-30656. Esta cepa fue aislada y caracterizada 
en el Instituto de Biotecnologfa de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN). 
La cepa se conservo a 4°C en cajas de petri con medio de, cultivo cuya 
composicion es: sacarosa 10-40 g/l, extracto de levadura 7 - 30 g/l, fosfato de 
potasio 5-20 g/l 0.05-05 g/l, sales minerales 10-100 ppm, pH 5-9. 

El microorganismo fue caracterizado por microscopfa optica utilizando tincion de 
Gram y microscopfa electr6nica de transmision, utilizando tincion positiva con 
acetato de uranilo y citrato de plomo. La caracterizacion bioqufmica se realizo 
con el sistema computarizado MicroScan y segun lo descrito en el manual de 
bacteriologla determinativa Bergey's (Stanley, W; Sharpe, E; Holt, J.. 1994. 
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. William and Wilkins. Baltimore,) 

El medio de cultivo. Para el disefio y optimizaci6n del medio de cultivo para la 
fermentacion con la cepa de Lactococcus lactis NRRL B-30656, se realizo un 
balance entre la fuente de carbono, fuente de nitrogeno y ciertos elementos 
traza. El medio de cultivo suministra al microorganismo los nutrientes que 
requiere para crecer y producir la enzima.- - — 
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Como resultado de la evaluation .de los componentes del medio de cultivo, se 
establecieron las siguientes concentraciones: 



Componente 


Concentracion g/l 


Sales 




K 2 HP0 4 


7-30 


FeS0 4 . 7H 2 0 


0.01-1 


MgS0 4 . 7H z O 


0.01-0.1 


MnS0 4 . H z O 


0.001 - 0.1 


CaCI 2 . 2 H 2 0 


0.001 - 0.01 


NaCI 


0.01-0.1 


Fuente de Carbono 




Sacarosa 


10-40 


Fuente de Nitrogeno 




Extracto de levadura 


7-30 



El pH es ajustado a pH 5-9 con HCI. El medio se esteriliza a 121°-C por quince 
minutos. 



Fermentacion. Los pre-inoculos corresponden al 5-20% del volumen del 
inoculo, son activados a partir de la cepa pura conservada a -70°C en medio con 
glicerol al 20%; el tiempo de incubacion no supera las 10-36 horas, periodo en el 
cual se debe verificar la pureza del pre-inoculo. Estos cuitivos se realizan en 
frascos de agitacion, ocupando un 5-20% del volumen total e incubandolos a 20- 
40°C con agitacion de 100-400 rpm en agitadores orbitales. De acuerdo con el 
ntimero y tamano de Jos fermentadores, se determina el numero de inoculos 
necesarjos^^. 
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Las condiciones de crecimiento, y production de la enzima son: temperatura: 20- 
40°C, agitation: 100 - 400 rpm (dependiente de la escala de fermentaci6n), 

Aireacion. El microorganismo que promueve la fermentaci6n es aerobio, por lo 
cual el cultivo debe ser aireado con 0.1 -1 volumenes de aire por volumen de 
medio por minuto (vvm) y el pH se mantiene entre 5 y 9 durante la fermentaci6n. 
Como resultado de este proceso productivo se tienen medios de cultivo con 
combinaciones de componentes para alcanzar una concentraci6n final entre 10- 
30 g/l de biomasa, peso humedo, con una actividad de transferencia de 2-6 
U/ml, la cual se logra en un tiempo de 6-24 horas. 

Recuperation de la enzima. La enzima extraocular se recupera por 
centrifugacion a 3. 000 -10.000 rpm por 15 minutos o filtration para separar la 
biomasa. De este modo el extracto enzimatico presenta una actividad de 
transferasa de 2-6 U/ml. 

Production del biopolimero 

Reaction enzimatica. Las condiciones de la reaction son las siguientes: 



: 5-9. 

: sacarosa 5-40%. 

: 10-40% v/v extracto enzimatico. 

: 12-48 horas 

: 100-400 rpm 



Medio de reacci6n : 

Buffer fosfatos 50-300 Mm pH 

Sustrato 

Cantidad de enzima 
Tiempo de reacci6n 
Agitacion 



Recuperation y purification del biopolimero — 

Despues de la reaction enzimatica la temperatura se disminuye a 4°C y el 
biopolimero puede ser recuperado de dos formas: 
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a) Precipitacion con solventes 

A la mezcla de reaccibn Wa se adiciona etanol al 96%, con agitacion. La 
cantidad de etanol adicionada corresponde a 1.2- 2.0 volumenes de 
etanol/volumen de mezcla de reaccidn. 

El biopolimero precipitado se redisuelve en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1.2 - 2.0 volumenes de 
etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

El biopolfmero precipitado se redisuelve en un tercio del volumen de agua y se 
seca por liofilizacion o secado por aire forzado a 60°C, hasta una humedad del 
5-6%. 

b) Ultrafiltracion 

La mezcla de reaccion se somete a un proceso de ultrafiltraci6n en una 
membrana de celulosa regenerada con un tamano de poro mayor de 10.000 
Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa residuales. Posteriormente el 
biopolimero se somete a un proceso de secado por aspersion. 

El biopolimero se caracteriza por cromatografia liquida de alta eficiencia y 
viscosidad de una solucion al 10% a 30°C. El biopolimero presenta un tiempo de 
retention de 7 - 7.5 minutos empleando una columna Shodex SC1011, a una 
temperatura de 70°C, un flujo de 0.6 ml/min, y agua grado HPLC como fase 
movil. 

La viscosidad de una solucion- al -10%-:'a: 30?C^empleando-un-viscosimetro-- 
ViscoEasy, Serie L, Schott, Ref. 28.541.120, vastago L2, 50 rpm, se encuentra 
en un rango de 400-800 centipoises (cP). 
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El tamafio promedio de partlcula "dvs" (diametro / volumen / superficie) es de 
224 micras. El biopolfmero tiene una densidad verdadera cercana a la de 
sacarosa (1.5 mg/ml). Es un material que presenta una alta porosidad 
interparticular del 48%. 

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencion. 

EJEMPLO 1 

Aislamiento e identificacion del microorganismo prodUctor de Biopolimero. 

Una bacteria productora de biopolimero fue aislada de suelo e identificada como 
Lactococcus lactis NRRL B-30656. Muestras de 10 g fueron recolectadas del 
suelo y crecidas en 100 ml de un medio liquido que contenia sacarosa como 
fuente de carbono, se incubo a 30°C con agitacion por 24 horas. Obtenido el 
crecimiento se hacen 4 diluciones 1:10 en solucion salina y la cuarta dilucion se 
siembra. Este cultivo fue resembrado en medio s6lido con la misma composition 
y se realizaron aislamientos seleccionando las colonias que presentaban 
production de polimero. Despues se transfirio el cultivo a medio fresco y se 
cultivo por 24 horas. Una vez aislado el microorganismo se conserva en un 
medio de sacarosa con glicerol al 20% a -70°C y por liofilizacion empleando 
leche descremada al 10%. 

La cepa aislada, cultivada en medio sacarosa solido, presento las siguientes 
caracteristicas macroscopicas: colonias circulares, de aspecto gomoso, borde 
definido y un diametro aproximado de 2 a 3 mm (en 24 horas de cultivo) de color 
crema claro. A nivel microscopico y a traves de una tincion de Gram, se 
observan cocos Gram positivos, se encuentran ocasionalmente de manera 
individual, generalmente se ven formando agrupaciories. 
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La caracterizacibn por microscopfa electrdnica de transmisibn permite observar 
celulas circulares en las que se puede diferenciar la pared celular, no se 
observan estructuras especiales como granulos electrodensos, flagelos, 
fimbrias, etc. 

La cepa de la presente invenci6n es, Lactococcus lactis NRRL B-30656, 
catalogada como microorganismo GRASS y presenta las siguientes 
caracteristicas bioqufmicas: 



Prueba 


Resultado 


Crecimiento 10°C 


Positivo 


Crecimiento 15°C 


Positivo 


Crecimiento 42 °C 


Negativo 


PfDpimianfn nW A f? 

v^rct/iinienio pn *f.o 


Positivo 


Crecimiento pH 6.5 


Positivo 


Crecimiento pH 9.2 


Dudoso 


Crecimiento NaCI 0.5% 


Positivo 


Crecimiento NaCI 4% 


Positivo 


Crecimiento NaCI 5% 


Positivo 


Crecimiento NaCI 6.5% 


Positivo 
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Crecimientb NaCl 10% 


Negativo 


Crecimiento NaCl 15% 


Negativo 


Catalasa 


Negativa 


Hemolisis 


- Gama 


Motilidad 


Negativa 


Vogees-Proskauer 


Positivo 


Glucosa aerobia 
Glucosa anaerobia 
Produccion de Gas 


Positivo 
Positivo 
Negativo 


Lactosa aerobia 
Lactosa anaerobia 
Producci6n de gas 


Positivo 
Positivo 
Negativo 


Fructosa aerobia 
Fructosa anaerobia 
Produccion de gas 


Positivo 
Positivo 
Negativo 


Maltosa aerobia 
Maltosa anaerobia 
Produccion de gas 


Positivo 
Positivo 
Neqativo 


Manitol aerobio 
Manitol anaerobiq 
Produccion de gas 


Dudoso 
Dudoso 
Negativo 


Gaiactosa aerobia 
Galactosa anaerobia 
Produccion de pas 


Positivo 
Positivo 
Negativo 


Sacarosa aerobia 
Sacarosa anaerobia 
Produccion de gas 


Positivo 
Positivo 
Negativo 


Xilosa aerobia 
Xilosa anaerobia 
Produccion de gas 


Dudoso 
Dudoso 
Negativo 


Rafinosa aerobia 

Rafinosa anaerobia 

Produccion de gas _ 


Positivo 
Positivo 
-Negativo - 


Ribosa 


Positivo 
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Trealosa 


Positivo 


Sorbitol 


Positivo 


Manosa 


Positivo 


Arabinosa 


Positivo 


Arginina 


Positivo 



o o 
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EJEMPLO 2 
PRODUCCION DE LA ENZIMA 

1. Fermentacion: 

a) Activacidn del microorganismo 

Para la obtencion de la enzirna transferasa se empleo el microorganismo 
Lactoccoccus lactis NRRL B-30656. La bacteria fue almacenada en una solution 
crioprotectora (glicerol) a -70°C. La cepa fue descongelada lentamente a 
temperatura ambiente y activada en 50 ml de medio sacarosa a una temperatura 
de 30°C por 12 horas, y 180 r.p.m. de agitacion. Con 5 ml de este cultivo se 
realizaron dos tipos de siembras, la primera: en agar sacarosa, incubandose a 
30°C por 24 horas, observandose las caracteristicas mucoides, y almacenadas a 
4°C; la segunda: en 100 ml de caldo sacarosa, incubandose a 30°C por 12 
horas; este ultimo fue distribuido en tubos de centrifuga con una capacidad de 1 
ml, con 20% VA/ de glicerol y almacenados a -70°C utilizados para las 
posteriores fermentaciones J A los 45 ml del cultivo inicial restante, se 
conservaron en viales de 5 ml, _mediante liofilizacion, utilizando leche 
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descremada esteril como soporte, en una concentracion de 10% y almacenados 
a4°C. 



b) Preparacion de preinoculos e inoculos 

Se preparan prein6culos con la misma composicion del medio correspondiente 
al lote; se toma el microorganismo conservado en medio sacarosa solido, se 
siembra en un volumen de medio Ifquido, al 5-20% del volumen del inoculo, se 
cultivan a 25-35 °C, con agitacion de 100-400 r.p.m durante 12-24 horas. 

Composicion del medio utilizado: 



Componente 


Concentracion g/l 


Sales: 

K 2 HP0 4 
FeS0 4 . 7H 2 0 
MgS0 4 . 7H 2 0 
MnS0 4 . H z O 
CaCI 2 . 2 H z O 
NaCI 


10-20 

0.03 

0.02 

0.002-0.1 

0.0015-0.015 

0.01-0.1 


Fuente de Carbono: 
Sacarosa 


15-30 


Fuente de Nitrogeno: 

Extracto de levadura 


15-30 



El microorganismo se siembra al 5-10 % del volumen de fermentation y crece 
hasta una densidad optica promedib de 0.7 u.a., en una dilution 1:10, lefda a 
600nm, se utiliza medio de cultivo esteril como bianco. 

En la fermentaci6n es necesario realizar preinoculo e inoculo dependiendo del 
volumen del fermentador en el cual se realice, de forma tal que en el inoculo final 
(10% del medio de cultivo depositado en el fermentador de production) se 
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obtenga la cantidad necesaria de celulas para evitar la fase de latencia en el 
reactor, tratando de conservar la relaci6n de volumen de 1:10 entre el preinoculo 
y el inoculo precedente o suficiente densidad de celulas para servir de inoculo, 
manteniendo un riguroso control en la pureza y estado vegetativo del cultivo que 
se emplee como inoculo o preinoculo. 

c) Preparacion del medio de cultivo e inoculacion. 

El pH del medio de cultivo es ajustado a pH 7.0. El matraz con el medio para 
preparar el preinoculo es sometido a esterilizacion a 121°C por 15 minutos. 



d) Condiciones de operacion 

La production de ingrediente activo se realiza por fermentacion en lotes 
utilizando el medio establecido. Las condiciones de operacion se encuentran en 
la siguiente tabla: 

Condiciones de operacion de los fermentadores 



Condiciones 


141 


Volumen de Medio (I) 


10 


Relaci6n Volumen de Medio / Volumen del 
Fermentador. 


0.8 


Porcentaje de Inoculo 


5-10 


Densidad 6ptica de Inoculacion 


0.5-1 


Agitacion (r.p.m) 


100-400 


Temperatura (°C ) 


25— 35 


Aireacion (v.v.m) . „ - 


1-3 


pH Inicial del medio 


5-8 


Tiempo de Fermentacion (Horas) 


6-12 
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2. Recuperacion de la enzima: 

a) Centrifugacion. 

La enzima extraocular se recupera por centrifugacion a 5.000 rpm por 15 
minutos para separar la biomasa. El extracto enzimatico presenta una actividad 
de glucosiltransferara de 2 - 6 U/ml. 

b) Ultrafiltracion. 

Otra manera de recuperar el sobrenadante de la fermentaci6n es mediante el 
uso de membranas de ultra filtraci6n con tamanos de poro 0.45-2 micras. 



EJEMPLO 3 
Produccion y recuperacion del Biopolfmero. 

a) Reaccion enzimatica. Las condiciones de la reaccion son las siguientes: 



Medio de reacci6n : 

Buffer fosfatos 50-200 Mm pH 

Sustrato 

Cantidad de enzima 

Tiempo de reacci6n 
Agitaci6n 



:5-7 

: sacarosa 8-20%. 

: 10-30% v/v extracto enzimatico ( 200- 

500U/I). 
: 20-40 horas 
: 100-400 rpm 



La enzima es separada por centrifugacibn, se coloca en un medio que contiene 
de 8-20% de sacarosa, a pH 5-8 y temperatura de 25-35°C, por 20-30 horas 
obteniendo una concentracion de poHmero de 30-60 g/l, correspondiente a 40- 
60% de rendimiento respecto al sustrato. En otros procesos reportados se 
requieren 5-10 dfas para la produccion del poHmero. Los microorganismos 
reportados producen conoentraciones-menores-de poHmero, tabla 1. 
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b) Purificacion del biopolfmero. 124-386 
Despues de la reaccidn enzimatica la temperatura sedisminuye a 4°C y el 
biopolfmero puede ser recuperado de dos formas: 

> Precipitacion con solventes . A la mezcla de reaccion frfa se adiciona etanol 
al 96%, con agitaci6n. La cantidad de etanol adicionada corresponde a 1.0- 
3.0 volCimenes de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

> El biopolfmero precipitado se redisuelve en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1 .0 a 3.0 volCimenes 
de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

> El biopolfmero precipitado se redisuelve en un tercio del volumen de agua y 
se seca por liofilizacion o secado por aire forzado a 60-80°C hasta una 
humedad del 5-10%. 

TAB LA 1 

Produccion de EPS por diferentes microorganismos. 
Organismo Biopolfmero (g/100 mi) 



Acetobacter pasteurianus 




ATCC 11142 


0 


B. polymyxa 




NRRL B-68 


0 


NRRL B-130 


0 


NRRL B-510 


1.2 


NRRL B-4317 


1.4 


Isolate (NRRL B-18475) 


3.6 


B. subtilis 




NRRL B-447 


1.0 


NRRL B-577 


0 


NRRL B-644 


0 


NRRL B-675 


1.0 


NRRL B-744a 


1.5 


NRRL B-2612 


0 


Enterobacter levanicum 




NRRL B-1 678 


0.7 


Microbacterium laevaniformans 




ATCC 15953 


1.2 
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> Ultrafiltracion. La mezcla de reaccion se somete a un proceso de 
ultrafiltracion en una membrana de celulosa regenerada con un tamano de 
poro mayor de 10,000 Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa 
residuales. Posteriormente el biopolfmero se somete a un proceso de secado 
por aspersion. 

La produccion de biopolfmero por este microorganismo depende de la 
concentracion de sustrato y es optima a 8-24%, donde se produce el biopolfmero 
con mayor grado de pureza con el mayor rendimiento, tabla 2. 



TAB LA 2 



Efecto de sacarosa sobre la produccion de Biopolfmero 
por Lactococcus lactis 

Sacarosa, (%) Biopolfmero (g/l) 



Control 



[0% (sin sacarosa) 



Sacarosa, 8 
Sacarosa, 12 
Sacarosa, 16 



38.8 
50.1 
55.6 



c) Secado 

El producto final obtenido es un polvo bianco, que puede ser secado por 
liofilizacion o por calor seco a una temperatura no mayor a 80°C. 

EJEMPLO 4 
Caracterizacion del Biopolfmero 



1. Solubilidad. - - - — — — - 

El producto es un biopolfmero hidrosoluble-eapaz— de^formar dispersiones 
homogeneas tipo hidrogel hasta una concentracion maxima de 50%. 1.0 g de 
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biopolimero se disuelve en 32 ml de acido clorhldrico al 5%, en 50 ml de 
hidroxido de sodio al 10%, en 30 ml de acido acetico glacial. 

Es Insoluble en: etanol, isopropanol, acetona, aceite mineral, vegetal y 
polietilenglicol . 

El producto es medianamente soluble en acido oxalico al 0.5% a temperatura de 
ebullici6n. 



2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). 

> En cromatografia de permeaci6n una solucion de biopolimero al 1.5% 
presenta un peso molecular de 900-1 .100 KDa, determinado en una columna 
Shodex OHPak KB-803. Las condiciones de la cromatografia fueron las 
siguientes: 

Temperatura : 55°C 

Fase Movil : Solucion de NaCI 0.1 M 

Flujo : 0.9 ml/min 

> La pureza del polimero es mayor al 95%, evidenciada por un pico delgado en 
HPLC bajo las siguientes condiciones: 

Shodex SC1011 

: agua destilada desionizada. 
: 0.6 ml/min. 
: 70°C. 

: Waters 510 con detector de indice de refraccion marca 
Waters 2410. 



Bajo estas condiciones el biopolimero presenta un tiempo de retencion de 7 a 
7.5 minutos. 



Columna marca 
Fase movil 
Flujo 

Temperatura 
Equipo 
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Los patrones utilizados fueron glucosa, fructosa, sacarosa y levana, grado 
reactivo analftico. 

> El biopollmero es estable en un amplio rango de pH evidenciado por HPLC 
despues de contacto del polfmero con buffers de pH 2-9. 

3. Viscosidad. 

Se determino la viscosidad de una soluci6n al 10% a 30°C, empleando un 
viscosimetro ViscoEasy, Serie L, Schott, Ref. 28.541.120, vastago L2, 50 rpm, 
Las muestras analizadas presentaron una viscosidad en un rango de 1000-3000 
centipoises (cP). Exhibe un comportamiento pseudo plastico (adelgazamiento al 
corte). La viscosidad de las soluciones del biopollmero disminuye al aumentar la 
velocidad de corte o cizalla, e incrementa al disminuir la temperatura. 

4. Caractensticas dimensionales. 

El biopollmero tiene una densidad verdadera cercana a la de sacarosa (1.5 
mg/ml). Es un material que presenta una alta porosidad interparticular del 48%. 
El tamano promedio de particula "dvs" (diametro / volumen / superficie) es de 
224 micras. 

5. Adsorcion de humedad 

La capacidad de adsorcion de agua oscila entre &A2 mg/g y 353.20 mg/g 
dependiendo de la humedad relativa; esto lo hace un material ligeramente 
higroscopico. Gracias a su estructura polimerica e hidrofilidad, el biopollmero 
tiene la capacidad de esponjarse ilimitadamente al contacto con agua, siendo 
capaz de formar sistemas de consistencia variable dependiendo de la cantidad 
de agua incorporada, hasta dar lugar a la formacion de dispersiones acuosas 
caractensticas por su alta viscosidad 

6. Humedad _ „ 

Presenta perdidas por secado en estufa de vacio a 60° C no mayores del 10%. _ 



mm 
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7. Caractensticas termicas 

El biopolimero presents dos puntos de transition vttrea; el primero entre 20 y 
30°C y el segundo entre 190 y 220°C. Determinados mediante calorimetria 
diferencial de barrido. 

8. Calidad microbioldgica 

El biopolfmero presenta los siguientes recuentos microbiologicos: 



Carga microbiologica 


Rango 


Unidad 


Recuento de mesofilos viables. 


2000 - 4000 


ufc / gr 


Recuento de coliformes. 


Ausencia 


nmp / gr 


Recuento coliformes fecales. 


<10 


nmp / gr 


Recuento de salmonella. 


Ausencia 




Recuento de Mohos y levaduras. 


2000 - 5000 


ufc / gr 



9. Usos. 

a) El biopolimero puede ser empleado en la Industria Farmaceutica como 
viscosante, espesante, estabilizante, dispersante, como formador de 
peliculas, como desintegrante, como sustituto de plasma sangulneo, como 
agente de lubricacion como agente prebiotico. 

b) El biopolimero puede ser empleado en la Industria de Alimentos como 
espesante, viscosante, estabilizador, dispersante, como fibra y como 
sustituto de grasas, aceites y carbohidratos basados en eteres y esteres. 



c) El biopolimero puede ser empleado en productos obtenidos por extrusion, 
para formar peliculas aptas para producir empaques flexibles y 
biodegradables-y-enlaobtehc^ 
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obtenidos por inyeccion o por moldeo y en la produccion de agentes 
floculantes para el tratamiento de aguas. 



REIVINDICACIONES 

Nosotros reclamamos 

1. Un biopolimero de glucosa y fructosa obtenido a partir de productos del 
metabolismo de una cepa de Lactococcus lactis depositada bajo el codigo 
NRRL B-30656.. (nos parece importante que aparezca la informacion de la 
entidad depositaria de la cepa) 

2. El biopolimero de la reivindicacion 1 en donde los productos del 
metabolismo, consisten en enzimas con dos tipos de actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa. 

3. El biopolimero de que trata la Reivindicacion 1, el cual tiene una 
composicion que mantiene una relacion glucosa/fructosa entre 0.2 y 0.7. 



4. El biopolimero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
3, el cual presenta las siguientes propiedades: 

■ peso molecular 900-1 1000 Kilodaltons, 

■ dos puntos de transition vitrea, el primero entre 20 y 30°C y 
el segundo entre 190 y 220°C, 

■ estabilidad en soluciones acuosas con valores de pH entre 2 
y9, 

■ viscosidad—entre 1000 y 3000 centipoises cuando el 
polmnero se encuentra en una concentration de 10 a 20% 
en una solution acuosa a temperatura de 30°C 

■ no higroscopico. 
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• aitamente soluble en agua, capaz de formar dispersiones 
homogeneas tipo hidrogel hasta una concentracion maxima 
de 50% peso /volumen. 

5. Un metodo de produccion de enzimas con dos tipos de actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, pro.ducidas por la cepa de Lactococcus 
lactis NRRL B-30656, que consiste en: 

a) Activar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656, empleando ^ 
un medio que contiene azdcares como fuente de carbono, protefnas como 
fuente de nitrogeno y sales minerales. 

b) Fermentar ei microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 
empleando un medio de cultivo que contiene azdcares como fuente de 
carbono protefnas como fuente de nitr6geno y sales minerales. 

c) Separar la enzima a partir del medio fermentado empleando 
centrifugacion o ultrafiltracion. 

6. El metodo de produccion de la enzima de acuerdo la reivindicacion 5, en 
donde la etapa de activar el microorganismo se lleva a cabo inoculando un 
medio que contiene azdcares como fuente de carbono (melaza, vinaza, 
sacarosa, y otras fuentes azucaradas), protefnas como fuente de nitrogeno 
(extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes de 
nitr6geno) y sales minerales, el cual se incuba por 10-36 horas a 25°C, a 100- 
400 rpm y pH 5 a 9. 

7. El metodo de la reivindicacion 5 en donde la etapa de fermentar el 
microorganismo se lleva a cabo cultivando el microorganismo Lactococcus lactis 
NRRL B-30656 empleando un medio de cultivo que contiene azdcares como 
fuente de carbono_(mel^ . 
protefnas comcLfuente^de^nitrogeno (extracto de levadura, sulfato, de amonio, 
extracto .de. carne-y otras fuentes de nitrogeno) -y -sales minerales, el cual se 
incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 a 9. 
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8. 



El metodo de la reivindicaci6n 5 en donde la etapa de separar la enzima 



se || eva a ca bo separando la enzima a partir del medio fermentado centrifugando 
la suspension del microorganismo a 3000 a 7000 rpm o por ultracentrifugacion, 
empleando una membrana de 0.22 a 0.45 micras. 

9. El metodo de produccion de la enzima, de acuerdo con la reivindicacion 5 
en donde en la etapa de fermentation con el microorganismo se puede llevar a 
cabo realizando un preinoculo con el microorganismo Lactococcus lactis NRRL 
B-30656 empleando un medio de cultivo que contiene azCicares como fuente de 
carbono (melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas), proteinas como 
fuente de nitrogeno (extracto de levadura, sulfate de amonio, extracto de carne y 
otras fuentes de nitrogeno) y sales rninerales, el cual se incuba por 12-36 horas 
a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 a 9. 

10. El metodo de produccion de la enzima con actividad transferasa de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 5 a 8, que consiste en: 

a. Activar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656, 
inoculando un medio que contiene azdeares como fuente de carbono 
(melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas) en 
concentraciones de 10-40 g/l, proteinas como . fuente de nitrogeno 
(extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes 
de nitrogeno) concentraciones de 7 a 30 g/l y sales rninerales: el cual se 
incuba por 10-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm y pH 5 a 9. 

b. Realizar un preinoculo con el microorganismo Lactococcus lactis 
NRRL B-30656 empleando un medio de cultivo qu^cq^tiene azucares 
como fuente de carbono (mela za, v inaza, _ sacarosa, y otras fuentes 
azucaradas), proteinas como fuente de nitrogeno (extracto de levadura, 
sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes de nitrogeno) y sales 
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minerales, el cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 
vvm y pH 5 a 9. 

c. Cultivar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 
empleando un medio de cultivo que contiene azucares como fuente de 
carbono (metaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas), 
protemas como fuente de nitrogeno (extracto de levadura, sulfato de 
amonio, extracto de carne y otras fuentes de nitrogeno) y sales minerales, 
K 2 HP0 4 , FeS0 4 . 7H 2 0, MgS0 4 . 7H 2 0, MnS0 4 . H 2 0, CaCI 2 . 2 H 2 0, NaCI, 
el cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 
a 9. 

d. Separar la enzima a partir del medio fermentado centrifugando la 
suspension del microorganismo a 3000 a 7000 rpm o por 
ultracentrifugacion, empleando una membrana con tamano de poro entre 
0.22 y 0.45 micras. 

11. Un metodo de produccion de un polfmero de glucosa y fructosa de la 
reivindicacion 1, que consiste en: 

a) Incubar la enzima transferasa, obtenida por fermentacion segtin la 
reivindicacion 10 (citar exactamente la reivindicacion en referncia), en un 
medio que contiene fuentes azucaradas, bajo condiciones adecuadas de 
agitacion, temperatura, pH, concentracion de enzima y sustrato y tiempo 
de reaccion, para la produccion del biopolimero. 

b) Recuperar y purificar el biopolimero por precipitacion o ultrafiltration. 



1 2. El metodo de prpducci6n_ ^d.eLbiopolfmerc—de - acuerdo- eon— la 
Reivindicacion J 0, en donde la etapa deJncubar~la- enzima consiste en: 
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Incubar la enzima en un medio que contiene fuentes azucaradas (vinazas, 
melazas, sacarosa), bajo condiciones adecuadas de agitacion (100-400 
rpm), temperatura, pH (5 a 9), concentraci6n de enzima(10-40% v/v extracto 
enzimatico) y sustrato (5-40%) y tiempo de reaccion (12-48 horas), para la 
produccion del biopolfmero. 

13. El metodo de acuerdo con la reivindicaci6n 10 en donde la etapa 

de recuperar y purificar el biopolfmero por precipitacion consiste en: 

• Adicionar a la mezcla de reaccion frfa 1.2-2.0 volCimenes de etanol al 
96%, con agitacion (la cantidad de etanol adicionada corresponde a de 
etanol/volumen de mezcla de reaccion). 

• Disolver el biopolfmero precipitado en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1.2 a 2.0 
volQmenes de etanol/volumen de mezcla de reacci6n. 

• Disolver el biopolfmero precipitado en un tercio del volumen de agua y 
secar por liofilizaclon o secado por aire forzado de 50 a 80°C hasta una 
humedad del 5-6%. 

14. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde la etapa 
de recuperar y purificar el biopolfmero por ultrafiltracion consiste en: 
realizar un proceso de ultrafiltracion con la mezcla de reaccion empleando 
una membrana de de celulosa regenerada con un tamano de poro mayor 
de 10.000- 30.000 Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa 
residuales, y someter el biopolfmero a un proceso de secado por 
aspersion. 

15. Un microorganismo de la cepa de Lactococcus lactis, aislado de suelos 
colombianos, depositado bajo el codigo NRRL B-30656. (aquf si se podrfa 
limitar la informaci6n dado que se presento en una anteriorreivindicacion) 

16. Un microorganismo descrito en la reivindicacion 14~ eT cual produce 
enzimas con dos tipos de actividad glucosiltransferasa y fructosiltransferasa. 
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17. Un microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 14 utilizado para 
producir el biopolfmero mencionado en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 
4. 

18. Un metodo para la conservaci6n del microorganismo descrito en 
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, que consiste en la liofilizacion del 
microorganismo que comprende las etapas de: 

a) Cultivar el microorganismo en caldo sacarosa a 25-35°C por 12-24 horas. 

b) Distribuir el cultivo en tubos de centnfuga con una capacidad de 1 ml, con 
10 a 20% v/v de leche descremada esteril. 

c) Liofilizar el cultivo. 

19. Un metodo para la conservacion del microorganismo descrito en 
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, que consiste en la congelacion 
del microorganismo que comprende las etapas de: 

a) Cultivar el microorganismo en caldo sacarosa a 25-35°C por 12-24 horas. 

b) Distribuir el cultivo en tubos de centnfuga con una capacidad de 1 ml, 
con 20% v/v de glicerol y almacenar a -70°C. 

20. El biopollmero de acuerdo con la cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
4, el cual se utiliza en la Industria Farmaceutica como viscosante, espesante, 
estabilizante, dispersante, formador de peliculas, desintegrante, sustituto de 
plasma sangumeo, agente de lubricacion y agente prebiotico. 

21 . El biopolfmero de acuerdo con la cualquiera de las reivindicaciones 1_a 4, 
el cual se utiliza en la Industria de Alimentos espesante,_viscpsante, 
estabilizador, dispersante, fibra y sustituto de grasas, aceites y carbohidratos 
basados en eteres y esteres. 
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22. El biopolimero de acuerdo con la cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, 
el cual se utiliza en productos obtenidos por extrusion, para formar peliculas 
aptas para producir empaques flexibles y biodegradables y en la obtencion 
de productos desechables biodegradables, obtenidos por inyeccion o por 
moldeo y en la production de agentes floculantes para el tratamiento de 
aguas. 
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RESUMEN 



Un microorganismo aislado de suelo fue identificado como una cepa de 
Lactococcus lactis, NRRL B-30656, el cual al crecer en un medio que contiene 
sacarosa produce una enzima transferasa, extracelular, la cual al ser purificada y 
colocarse en un medio con sacarosa, a condiciones adecuadas de temperatura y 
pH, produce un biopolfmero de glucosa y fructosa. 
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obtenidos ■ por inyeccion o por moldeo y en la produccion de agentes 
floculantes para el tratamiento de aguas. 



Nosotros reclamamos 

1 . Un biopolimero de glucosa y fructosa obtenido a partir de productos del 
metabolismo de una cepa de Lactococcus lactis depositada bajo el codigo 
NRRL B-30656.. (nos parece importante que aparezca la informacion de la 
entidad depositaria de la cepa) 

2. El biopolimero de la reivindicacion 1 en donde los productos del 
metabolismo, consisten en enzimas con dos tipos de actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa. 

3. El biopolimero de que trata la Reivindicacion 1, el cual tiene una 
composition que mantiene una relation glucosa/fructosa entre 0.2 y 0.7. 

4. El biopolimero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
3, el cual presenta las siguientes propiedades: 



■ peso molecular 900-1 1 000 Kilodaltons, 

■ dos puntos de transition vltrea, el primero entre 20 y 30°C y 
el segundo entre 1 90 y 220°C, 

■ estabilidad en soluciones acuosas con valores de pH entre 2 
y9, 

■ viscosidad entre 1000 y 3000 centipoises cuando el 
polfmero se encuentra en una concentration de 10 a 20% 
en una solucion acuosa a temperatura de 30°C 

m no higroscopico. 
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• altamente soluble en agua, capaz de formar dispersiones 
homogeneas tipo hidrogel hasta una concentration maxima 
de 50% peso /volumen. 



5. Un metodo de production de enzimas con dos tipos de actividad 
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa, producidas por la cepa de Lactococcus 
lactis NRRL B-30656, que consiste en: 

a) Activar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656, empleando 
un medio que contiene azticares como fuente de carbono, proteinas como 
fuente de nitrogeno y sales minerales. 

b) Fermentar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 
empleando un medio de cultivo que contiene azucares como fuente de 
carbono proteinas como fuente de nitrogeno y sales minerales. 

c) Separar la enzima a partir del medio fermentado empleando 
centrifugacion o ultrafiltration. 

6. El metodo de production de la enzima de acuerdo la revindication 5, en 
donde la etapa de activar el microorganismo se lleva a cabo inoculando un 
medio que contiene azOcares como fuente de carbono (melaza, vinaza, 
sacarosa, y otras fuentes azucaradas), proteinas como fuente de nitrogeno 
(extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes de 
nitrogeno) y sales minerales, el cual se incuba por 10-36 horas a 25°C, a 100- 
400 rpm y pH 5 a 9. 

7. El metodo de la revindication 5 en donde la etapa de fermentar ei 
microorganismo se lleva a cabo cultivando el microorganismo Lactococcus lactis 
NRRL B-30656 empleando un medio de cultivo que contiene azticares como 
fuente de carbono (melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas), 
proteinas como fuente de nitrdgeno (extracto de levadura, sulfato de amonio, 
extracto de carne y otras fuentes de nitrogeno) y sales minerales, el cual se 
incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 a 9. 
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8. El metodo de la reivindicacion 5 en donde la etapa de separar la enzima 
se lleva a cabo separando la enzima a partir del medio fermentado centrifugando 
la suspension del microorganismo a 3000 a 7000 rpm o por ultracentrifugacion, 
empleando una membrana de 0.22 a 0.45 micras. 

9. El metodo de produccion de la enzima, de acuerdo con la reivindicacion 5 
en donde en la etapa de fermentacion con el microorganismo se puede llevar a 
cabo realizando un preinoculo con el microorganismo Lactococcus lactis NRRL 
B-30656 empleando un medio de cultivo que contiene azucares como fuente de 
carbono (melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas), protemas como 
fuente de nitrogeno (extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y 
otras fuentes de nitrogeno) y sales minerales, el cual se incuba por 12-36 horas 
a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 a 9. 

10. El metodo de produccion de la enzima con actividad transferasa de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2, 5 a 8, que consiste en: 

a. Activar el microorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656, 
inoculando un medio que contiene azucares como fuente de carbono 
(melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas) en 
concentraciones de 10-40 g/l, protemas como fuente de nitrogeno 
(extracto de levadura, sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes 
de nitrogeno) concentraciones de 7 a 30 g/l y sales minerales: el cual se 
incuba por 10-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm y pH 5 a 9. 

b. Realizar un preinoculo con . el microorganismo Lactococcus lactis 
NRRL B-30656 empleando un medio de cultivo que^contiene azOcares 
como fuente de carbono (melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes 
azucaradas), protemas como fuente de nitrogeno (extracto de levadura, 
sulfato de amonio, extracto de carne y otras fuentes de nitrogeno) y sales 
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minerales, ei cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 
vvm y pH 5 a 9. 

c. Cultivar el rnicroorganismo Lactococcus lactis NRRL B-30656 
empleando un medio de cultivo que contiene azticares como fuente de 
carbono (melaza, vinaza, sacarosa, y otras fuentes azucaradas), 
protemas como fuente de nitrogeno (extracto de levadura, sulfato de 
amonio, extracto de carne y otras fuentes de nitrogeno) y sales minerales,. 
K2HPO4, FeS0 4 . 7H 2 0, MgS0 4 . 7H 2 0, MnS0 4 . H 2 0, CaCl 2 . 2 H 2 0, NaCI, 
el cual se incuba por 12-36 horas a 25°C, a 100-400 rpm, 1-2 vvm y pH 5 
a 9. 

d. Separar la enzima a partir del medio fermentado centrifugando la 
suspension del rnicroorganismo a 3000 a 7000 rpm o por 
ultracentrifugacion, empleando una membrana con tamano de poro entre 
0.22 y 0.45 micras. 

11. Un metodo de produccion de un pollmero de glucosa y fructosa de la 
reivindicacion 1, que consiste en: 

a) Incubar la enzima transferasa, obtenida por fermentacion segun la 
reivindicaci6n 10, en un medio que contiene fuentes azucaradas, bajo 
condiciones adecuadas de agitacion, temperatura, pH, concentracion de 

• enzima y sustrato y tiempo de reaccion, para la produccion del 
biopollmero. 

b) Recuperar y purificar el biopolimero por precipitacion o ultrafiltration. 



12. El metodo de produccion deL biopolimero, - de acuerdo- con la 
Reivindicacion 10, en donde la etapa de incubar-la enzima consiste en: 
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Incubar la enzima en un medio que contiene fuentes azucaradas (vinazas, 
melazas, sacarosa), bajo condiciones adecuadas de agitacion (100-400 
rpm), temperatura, pH (5 a 9), concentracion de enzima(10-40% v/v extracto 
enzimatico) y sustrato (5-40%) y tiempo de reaccion (12-48 horas), para la 
production del biopolimero. 

13. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde la etapa 

de recuperar y purificar el biopolimero por precipitation consiste en: 

• Adicionar a la mezcla de reaccion fria 1.2-2.0 volCimenes de etanoi al 
96%, con agitacion (la cantidad de etanoi adicionada corresponde a de 
etanol/volumen de mezcla de reaccion). 

• Disolver el biopolimero precipitado en la mitad del volumen de agua 
desionizada y destilada y se precipita nuevamente con 1.2 a 2.0 
voldmenes de etanol/volumen de mezcla de reaccion. 

• Disolver el biopolimero precipitado en un tercip del volumen de agua y 
secar por liofilizacion o secado por aire forzado de 50 a 80°C hasta una 
humedad del 5-6%. 

14. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 10 en donde la etapa 
de recuperar y purificar el biopolimero por ultrafiltration consiste en: 
realizar un proceso de ultrafiltracion con la mezcla de reaccion empleando 
una membrana de de celulosa regenerada con un tamano de poro mayor 
de 10.000- 30.000 Daltons, con el fin de eliminar la glucosa y fructosa 
residuales, y someter el biopolimero a un proceso de secado por 
aspersion. 

15. Un microorganismo de la cepa de Lactococcus lactis, aislado de suelos 
colombianos, depositado bajo el codigo NRRL B-30656. 
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16. Un microorganism© descrito en la reivindicacion 14, el cual produce 
enzimas con dos tipos de actividad glucosiitransferasa y fructosiltransferasa. 

17. Un microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 14 utilizado para 
producir el biopolimero mencionado en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 



18. Un metodo para la conservacion del microorganismo descrito en 
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, que consiste en la liofilizacion del 
microorganismo que comprende las etapas de: 

a) Cultivar el microorganismo en caldo sacarosa a 25-35°C por 12-24 horas. 

b) Distribuir el cultivo en tubos de centrifuga con una capacidad de 1 ml, con 
10 a 20% v/v de leche descremada esteril. 

c) Lbfilizar el cultivo. 

19. Un metodo para la conservaci6n del microorganismo descrito en 
cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, que consiste en la congelacion 
del microorganismo que comprende las etapas de: 

a) Cultivar el microorganismo en caldo sacarosa a 25-35°C por 12-24 horas. 

b) Distribuir el cultivo en tubos de centrifuga con una capacidad de 1 ml, 
con 20% v/v de glicerol y almacenar a -70°C. 

20. El biopolimero de acuerdo con la cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
4, el cual se utiliza en la Industria Farmaceutica como viscosante, espesante, 
estabilizante, dispersante, formador de pelfculas, desintegrante, sustituto de 
plasma sanguineo, agente de lubricacion y agente prebiotico. .„ 



4. 
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21. El biopolimero de acuerdo con ia cualquiera de las reivindicactones 1 a 4, 
el cual se utiliza en la Industria de Alimentos espesante, viscosante, 
estabilizador, dispersante, fibra y sustituto de grasas, aceites y carbohidratos 
basados en eteres y esteres. 

22. El biopolimero de acuerdo con la cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, 
el cual se utiliza en productos obtenidos por extrusion, para formar peliculas 
aptas para producir empaques flexibles y biodegradables y en la obtencion 
de productos desechables biodegradables, obtenidos por inyeccion o por 
moldeo y en la produccion de agentes floculantes para el tratamiento de 
aguas. 




RESUMEN 



Un microorganismo aislado de suelo fue identificado como una cepa de 
Lactococcus lactis, NRRL B-30656, el cual al crecer en un medio que contiene 
sacarosa produce una enzima transferasa, extracelular, la cual al ser purificada y 
colocarse en un medio con sacarosa, a condiciones adecuadas de temperatura y 
pH, produce un biopolimero de glucosa y fructosa. 
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